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The undersigned requests that the present 
international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 
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Name of receiving Office and "PCT International Application" 



Applicant's or agent's file reference 
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Box No. I 



TITLE OF INVENTION 



Box No. II APPLICANT 



of residence is indicated below.) 



j | This person is also inventor. 



Telephone No. 
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Facsimile No. 
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Teleprinter No. 



State (that is, country) of nationality: 



State (that is. country) of residence: 



This person is applicant 
for the purposes of: 



□ all designated | 1 all designated States except 
States | j ' 



the United States of America 



□ the United States 
of America only 



□ the States indicated in 
the Supplemental Box 



Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country. The country of the 
address indicated in this Box is the applicant 's State (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 
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This person is: 

| applicant only 

| [ applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of nationality: 



State (that is. country) of residence: 



This person is applicant 
for the purposes of: 



□ all designated 
r 



States 



nail designated States except 
the United States of America 



□ the United States 
of> 



f America only 



□ the States indicated in 
the Supplemental Box 



| | Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 



Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 



The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf 
of the applicant(s) before the competent International Authorities as: 



□ a & enl □ 



common representative 



Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official 
designation. The address must include postal code and name of country.) 



Telephone No. 
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Facsimile No. 
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Teleprinter No. 
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Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the 
space above is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 
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1 1 inventor only (If this check-box 
is marked, do not fill in below.) 


State (that is. country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 
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address indicated in this Box is the applicant s State (that is, country) of residence if no State 
of residence is indicated below.) 


This person is: 

| | applicant only 

| ^| applicant and inventor 
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~# I : B<ix No. V DESIGNATION OF STATES 



The following designations are hereby made un der.R ule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes; at least one^must be marked): 
Regional Patent 



0 



Ap ARIPO Patent: GH Ghana 

TZ United Republic of Tanzania 
the PCT 



muWtJG 



bia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozal 
Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State which i£ 



le^must i 
STWcnl 



, SD Sudan, SL Sierra Leone, SZ Swaziland, 
rntracting State of the Harare Protocol and of 



y| EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova, RL Russian 

■£-» Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian Patent Convention and of the PCT 

0EP European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany, DK Denmark, ES Spain, EI 

Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE 
Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European Patent Convention and of the PCT 

OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cdte d'lvoire, CM Cameroon, GA Gabon, GN Guinea, 
GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of 
OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line) 
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AG 
AL 
AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
BZ 
CA 



China 

Costa Rica 

Cuba 

Czech Republic 

Germany 

Denmark 

Dominica 
Algeria 

Estonia 

Spain 

Finland 

United Kingdom 

Grenada 

Georgia 

Ghana 

Gambia 

Croatia 

Hungary 

Indonesia 

Israel 

India 

Iceland 

Japan 

Kenya 

Kyrgyzstan 

Democratic People's Republic of Korea.. 

Republic of Korea 

Kazakhstan 



National Patent (if other kind of protection desired, specify on dotted line): 
AE United Arab Emirates 
Antigua and Barbuda 

Albania 

Armenia 

Austria 

Australia 

Azerbaijan 

Bosnia & Herzegovina 

Barbados 

Bulgaria 

Brazil 

Belarus 

Belize 

Canada 



>s 



"2 



x 



id 



LC Saint Lucia 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 

LS Lesotho 

LT Lithuania 

LU Luxembourg 

LV Latvia 

MA Morocco 

MD Republic of Moldova 

MG Madagascar 

MK The former Yugoslav Republic of Macedonia.. 

MN Mongolia 

MW Malawi ■ 

MX Mexico 

MZ Mozambique 

NO Norway 

NZ New Zealand 

PL Poland 

PT Portugal 

RO Romania 

RU Russian Federation 

SD Sudan 

SE Sweden /. : 

SG Singapore 

SI Slovenia 

SK Slovakia 

SL Sierra Leone 

TJ Tajikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkey 

TT Trinidad and Tobago 

TZ United Republic of Tanzania 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US United States of America 

UZ Uzbekistan 

VN Viet Nam 

YU Yugoslavia 

ZA South Africa 

ZW Zimbabwe 



Check-boxes reserved for designating States which have become party to the PCT 
after issuance of this sheet: 

| | Any other state which is party to the PCT.. 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all designations which would be 
permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being excluded from the scope of this statement. The applicant declares 
that those additional designations are subject to confirmation and that any designation which is not confirmed before the expiration of 15 months from the priority 
date is to be regarded as withdrawn by the applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation of a designation consists of the filing of a notice 
specifying that designation and the payment of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within the 15-month time 
limit.) 
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Box No. VI PRIORITY CLl 



I I Further priority are indicated in the Supplemental Box. 



|T7| The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy 
^ of the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s): 



* Where the earlier t 
Convention for the j 



- application is an ARIPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at least one country party to the Paris 
Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4. 1 0(b)(ii)). See Supp lemental Box. 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(if two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search, indicate 
the Authority chosen; the two-letter code may be used) : 

ISA/ £S 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 
search has been carried out by or requested from the International Searching Authority): 



Date (day/month/year) 



Number 



Country (or regional Office) 



BoxNo.VHl CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



This international application contains 
the following number of sheets: 

request ^ 

description (excluding 

sequence listing part) ['S 

claims 3 

abstract \ 

drawings 

sequence listing part 
of description 



Total number of sheets : So 



This international application is accompanied by the item(s) marked below: 

1. □ fee calculation sheet 

2. □ separate signed power of attorney 

3. □ copy of general power of attorney; reference number, if any: 

4. □ statement explaining lack of signature 

5. □ priority document(s) identified in Box No. VI as item(s): 

6. □ translation of international application into (language): 

7. □ separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 

8. □ nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 

9. □ other (specify)'. 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



Language of filing of the 

international application: 



Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request). 
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international application: 




2. Drawings: 
| | received: 


3. Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 


4. Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 1 1(2). 


| | not received: 


5. International Searching Authority |Q A / 
(if two or more are competent): lot\ / 


6. | 1 Transmittal of search copy delayed 

1 1 until search fee is paid. 
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TITTJLO 

SNAIL, NUEVO MARCADOR DE PROGRESlbN TUMORAL V PROTEINA 
DIANA DE NUEVOS COMPUESTOS ANTITUMORALES. 

SECTOR DE LA INVENCION 

Biomedicina. Protefnas diana de compuestos antitumorales. 

Sistema de identiflcacion de candidatos a compuestos antitumorales 

Marcadores de invasion y metastasis tumorales, su uso como marcadores de prondstico de 

la enfcrmedad y como guia de los profesionales medicos para seleccionar o evaluar 

tratamlentos. 

ESTADO DE LA TECNICA 

La protefna cadherina E no solo se ha oomprobado que media en la adhesi6 n 
interceJular de celulas epiteliales durante e! desarrollo embrionario y en los tejidos adultos, 
sino que ademas esta implicada en la transformacion fenotipica que se observe en los 
tumores epiteliales durante su progresion a tumores invasivos. En este proceso de invasi6n 
de las celulas tumorales la expresion de la protefna cadherina E se reduce o se anula y esta 
perdida se asocia con la adquisici6n de propiedades migratorias. Las alteraciones 
funcionales de cadherina E y/o sus protefnas asociadas, cateninas, han sido asociadas con 
una menor diferenciaci6n y mayor agresividad tumoral [Takeichi, M. Cadherins in cancer: 
implications for invasion and metastasis. Curr. Op. Cell Biol. 5, 806-811 (1993); 
Birchmeier, W. A Behrens, J. Cadherin expression in carcinomas: role in the formation of 
cell junctions and the prevention of invasiveness. Biochim. Biophys. Acta 1198, U-26 
(1994)] e incJuso se han visto imp Mead as en la transicion de adenomas a carcinomas 
invasivos [Perl. AJC., P. Wilgenbus, U. Dahl, H. Semb & Christofori, G. A causal role for 
E-cadherin in the transition from adenoma to carcinoma. Nature 392, 190-193 (1998).]. Por 
todo ello, el gen de la cadherina E ha sido considerado como un gen supresor de la invasidn 
tumoral [Frixen, U. H., et al. E-cadherin-mediated cell-cell adhesion prevents Invasivenesss 
of human carcinoma cells. J. Cell Biol. 1 13, 173-185 (1991); VIemlnckx, K., Vakaet. L. J., 
Mareel, M., Fiers, VV. & Van Roy, F. Genetic manipulation of E-cadherin expression by 
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epithelial tumor cells reveals an invasion suppressor role. Cell 66, 107-1 19 (1991); Miyaki 
M. et al.. Increased cell-substratum adhesion, and decreased gelatinase secretion'and cell 
growth, induced by E-cadherin transfection of human colon carcinoma cells. Oncogene 1] 
2547-2552 (1995); Llorens, A. et al. Downregulation of E-cadherin in mouse skin 
carcmoma cells enhances a migratory and invasive phenotype linkend to matrix 
metalloproteinase-9 gelatinase expression. Lab. Invest. 78, 1-12 (1998).] por lo que los 
mecanismos moleculares que controlan su expresion o foncion son de suma important en 
el conocimicnto de los procesos tumorales invasivos. 

La expresion del gen de la cadherina E esta regulada por varios elementos 
localizados en la regi6n 5' proximal de su promotor [Behrens. J., Lowrick, O., Klein, H. L. 
& Birchmeier, W. The E-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich region and an 
epithelial cell-specific palindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 
1 1495-1 1499 (1991); Ringwald, M., Baribault, H., Schmidt, C. & Kcmler, R. The structure' 
of the gene coding for the mouse cell adhesion molecule uvomorulin. Nucleic Acids Res. 
19, 6533-6539 (1991); Bussemakers, M. J„ Giroldi, L. A., van Bokhoven A. & Schalken, J. 
A. Transcriptional regulation of the human E-cadherin gene in human prostate cancer cell 
lines: characterization of the human E-cadherin gene promoter. Biochem. Biophys Res 
Commun. 203, 1284-1290 (1994); Giroldi, L. A. et al. Role of E-boxes in the repression of 
E-cadherin expression. Biochem. Biophys. Res. Commun. 241, 453-458 (1997)]. Eritre 
ellos, destaca el elemento E-pal que contiene dos cajas E, identificado en el promotor de la 
cadherina E de raton (entre las posiciones -90 a -70) y que actua como represor en celulas 
normales y transformadas deficientes de cadherina E [Behrens, J., Ldwrick, O., Klein, H. L. 
& Birchmeier. W. The E-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich region and an 
epithelial cell-specific palindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 
1I49S-H499 (1991); Hennig, G., Lfiwrick, O., Birchmeier, W. & Behrens, J. Mechanisms' 
identified in the transcriptional control of epithelial gene expression. J. Biol. Chem. 271, 
595-602 (1996); Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A.' 
Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell lines from 
different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997); Rodrigo, 
I., Cato, A.C.B. & Cano, A. Regulation of E-cadherin gene expression during tumor 
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progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal element. Exp. Cell Res. 248, 
358-371 (1999)]. Los factores de transcripci6n que interactuan con este elemento o en la 
regi6n correspondiente del promotor del gen de cadherina E humano [Bussemakers, M. J., 
Giroldi, L. A., van Bokhoven A. & Schatken, J. A. Transcriptional regulation of the human 
E-cadherin gene in human prostate cancer cell lines: characterization of the human E- 
cadherin gene promoter. Biochcm. Biophys. Res. Commun. 203, 1284-1290 (1994); 
Giroldi, L. A. et al. Role of E-boxes in the repression of E-cadherin expression. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 241, 453-458 (1997)] son desconocidos. 

Los factores de transcripcion poienciales represores de la expresion del gen de la 
cadherina E podrfan ser de gran utilldad en la identifieaci6n de nuevos candidatos 
antitumorales que actuaran inhibiendo la funcion de estos factores, y por tanto del proceso 
invasivo y metastasis. Ademas, su presencia podria utilizarse como marcadores de 
progresidn y malignidad tumoral. 



DESCRIPCION 
Descripci6n reswnida 

Se ha identificado el factor de transcripcion Snail como un represor de la expresion 
de cadherina E, actuando por interaccidn directa con la caja E2 del elemento E-pal del 
promotor. La expresion ectopica de Snail en cdlulas epiteliales induce la transition epitelio- 
mesenquima y la adquisicion de propiedades migratorias concomitante a la inhibicion de la 
expresion de cadherina E y la pgrdida de otros marcadores de diferenciaci6n epitelial. La 
presents invenci6n presenta, y forman parte de 611a: 

- una mieva proteina diana para la identificaci6n de nuevos compuestos 
antitumorales, y 

- un nuevo marcador de invasion y metastasis tumoral y su uso como marcador de 
prondstico de la enfermedad y como gula de los profesionales medicos para 
seleccionar o evaluar tratamientos. 
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Deacripci6n detallada 

Snail es un factor de transcripcidn que actua como represor directo de la 
expresion de cadherina £. 

La identificaci6n de los factores de transcripcidn que interaccionan con el elemento 
E-pal se realizd mediante una aproximacion tipo hibrido scncillo ("one-hybrid") usando hv 
secuencia E-pal de raton (-90/-70) oligomerizada para dirigir la expresion del gen HIS3 de 
S. cerevistae como cebo y una genoteca de cDNA de NIH3T3 fusionada at dominio de 
activacion GAL4 como presa. Se aislaron 130 clones capaces de interaccionar con (y dirigir 
la transcripcidn del gen testigo HIS3) la construccidn que contiene el elemento E-pal natjvo 
y que no reconocieron el elemento oligomerico mutado. Esta forma mutada del elemento E- 
pal contiene 2 bases cambiadas (TT en lugar de GC) que diminan la caja E2. Esta forma 
mutada ha sido descrita como responsable de la eliminacidn del efecto represor en el 
promoter de la cadherina E de raton [Hennig, G., Lowrick, O., Birchmeler, W, & Behrens, 
J. Mechanisms identified in the transcriptional control of epithelial gene expression. J. Biol. 
Chem. 271, 595-602 (1996); Faraido, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier, W. & 
Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratlnocyte cell 
lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997)]. 

La secuenciacidn de los clones aislados permitid identificar que un 49% de los 
mismos contenian insertos que codificaban para la secuencia completa o parcial del cDNA 
de Snail de raton {Nieto, M. A., Bennet, M. F., Sargent, M. G. & Wilkinson, D. G. Cloning 
and developmental expression of Sna, a murine homologue of the Drosophila snail gene. 
Development 116, 227-237 (1992); Smith, D. E., Del Amo, F. F. & Gridley, T. Isolation 
ofSVw, a mouse homologous to the Drosophila gene snail and escargot; its expression 
pattern suggests multiple roles during postimplantation development. Development 116, 
1033-1039 (1192)], mientras que un unico clon codificaba para una secuencia parcial del 
cDNA de Slug de raton. 

Para determiner el efecto de Snail como un factor de transcripcidn en el contexto de 
la region proximal del promoter de cadherina E (-178/+92), se subclono la secuencia 
completa del cDNA de Snail en un vector de expresi6n (pcDNA3) y se analizd su actlvidad 
por cotransfeccion en dos lineas celulares de queratinocitos epidermicos de raten, MCA3D 
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y PDV. Ambas line as habian sido caracterizadas previamente porel alto nivel de expresidn 
de cadherina E y de la actividad del promoter [Faraldo, M. L., Rodrigo, I„ Behrens, J., 
Birchmeier, W. & Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine 
keratinocyte cell lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 
20, 33.47 (1997); Rodrigo, I., Cato, A.C.B. & Cano, A. Regulation of E-cadherin gene 
expression during tumor progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal 
element. Exp. Cell Res. 248, 358-371 (1999); Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin 
oell-cell adhesion molecule in tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. 
Cell Biol. 115, 5J7-533 (1991)]. La cotransfecci6n de Snail en celulas MCA 3D (Fig. 1A) y 
PDV (Fig. IB) produjo una fuerte represidn del promoter nativo de cadherina E (95% y 
75%, respectivamente), pero no del promotor que contiene la caja E2 mutada (Fig. 1). Estos 
resultados conflrman los obtenidos por el metodo de screening one-hybrid y demuestran 
que Snail es un represor directo de la transcripcion del gen de la cadherina E actuando a 
travel de su union a la caja E2 del elemerrto E^pal. 

Snail induce la converst6n fibroblastica dc celulas epiteliales y la adquisicidn de 
migracion 

Para proporcionar mas datos sobre el papel de la proteina Snail en la regulacion del 
gen de la cadherina E y su participacion en la transicion epitelio-mesenquima, se expreso 
ectopicamente en varias Imeas celulares. La expresi6n transitoria de Snail se anaJiz6 
inicialmente en las Ifneas de queratinocitos MCA3D y PDV, que presentan la ventaja de su 
capacidad de crecer en grupos aislados estableciendo fuertes contactos intercelulares 
mediados por cadherina E incluso a baja densidad, y exhiben muy baja motilidad celular 
[Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule in tumor 
progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. 1 15, 517-533 (1991); Lozano, 
E. & Cano, A. Cadherin/catenin complexes in murine epidermal keratinocytes: E-cadherin 
complexes containing either b-catenin or plakoglobin contribute to stable cell-cell contacts. 
Cell Adh. Commun. 6, 51-67 (1998); Gomez M., Navarro P. & Cano A. Cell adhesion and 
tumor progression in mouse skin carcinogenesis: increased synthesis and organization of 
fibronectin is associated with the undifferentiated spindle phenotype. Invasion & Metastasis 
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14,17-26 (1994); Frontelo. P. et al. Transforming growth factor bl induces squamous 
carcinoma cell variants with increased metastasic abilities and a disorganized 
cystoskeleton. Exp. Cell Res. 244, 420-432 (1998)]. La sobreexpresiort de Snail elimino los 
contactos imercelulares en las 24-48 horas despucs de la transfecci6n en ambos tipos 
celulares como consecuencia de la inhibition de la expresion de cadherina E (Fig. 2 b y 2 f) 
y de otras protefnas asociadas, como plakoglobina, SimuJtaneamente a estos cambios, la 
morfologia de las celulas transfectadas con Snail se encuentra profundamente alterada. En 
ambas Hneas celulares se obscrvaron abundantes prolongaciones de membrana y largos 
filamentos asemejando "filopodia". 

La expresion estable de Snail se realiz6 en la Knea celular MDCK, la cual exhibe un 
fenotipo epitelial "prototipico" y en cultivo se dispone en una monocapa. Este fenotipo no 
se ve afectado por la expresion del vector control en seis clones independientes aislados 
(Fig. 3 a), que mantienen la expresion de cadherina E (Fig. 3 b) y de plakoglobina (Fig. 3 c) 
en los contactos intercelulares. Sin embargo, la expresion estable de Snail induce una 
dramatica conversi6n a un fenotipo fibroblastico completamentc desdiferenciado. Us 
celulas MDCK transfectadas con Snail pierden la capacidad de crecer como una monocapa 
y de su inhibici6n por cpntacto. En su lugar, estas celulas forman redes creciendo unas 
sobre otras con extensiones de membrana cxtremadamente largas (Fig. 3 d). El analisis de 
la expresion de cadherina E y plakoglobina mostro la perdida de ambas moleculas en las 
celulas MDCK transfectadas con Snail (Fig. 3 e, f). Adicionalmente, la expresion estable de 
Snail en las celulas MDCK indujo un fiierte comportamiento migratorio, lo que se 
comprobd mediante ensayos de migracion en heridas inductdas en los cultivos (Fig. 4). 

Snail se cxpresa en tumores indiferenciados y en zonas de invasion de 
carcinomas epiderraoides. 

El analisis de la expresion endogena de Snail por RT-PCR en un panel de Hneas 
celulares que varfan en la expresi6n de cadherinB E mostro una corrclacion inversa entre la 
expresion de ambas moleculas y una asociacion de la expresidn de Snail con la capacidad 
invasiva y metastasica de las mismas (Fig. 5). La cedherina E se observo en la linea celular 
epitelial, no tumoral MCA3D y en la linea celular tumoral PDV, que a pesar de su origen 



' WO 01/02860 

PCT/ESOO/00226 



# • 



7 

tumoral no presenta capacidad invasiva ni rnetastasica. Sin embargo, en ninguna de alias se 
constato la presencia de Snail. Por el contrario, en las lineas celulares lumorales con 
capacidad invasiva y rnetastasica, HaCa4 y Carb, la ausencia de cadherlna E se asociaba 
con (a presencia dc Snai I . 

La expresion de Snail se analizo mediante hibridacion in situ en tumores 
epidermoides inducidos en ratones inmunodeprimidos bien por las diferentes lineas.. bien 
por tratamiento quimico en la piel del raton. En ambos cases, se observe una alta expresion 
de Snail en tumores indiferenciados (Fig. 6f, h) y en zonas de invasidn de carcinomas 
epidermoides (Fig, 6 I) que han perdido la expresion de cadherina E (Fig. 6 k), Por el 
contrario, no se detect6 expresi6n de Snail en tumores bien diferenciados no invasivos (Fig. 
6 b, 6 d). 

En conjunto, estos datos muestran que Snail es un represor directo de la expresion 
de cadherina E, implicado en la transicion epitclio-mesenquima que ocurre durante la 
invasion tumoral. Por tanto, la presencia de Snail es un nuevo marcador de progresi6n 
tumoral, especi'ficamente asociado a la adquisicidn del fenotipo invasivo y metastasis, lo 
que permite su uso como un marcador pronostico de tumores humanos y como gufa de los 
profesionales medicos para seleccionar o evaluar tratamientos antitumorales, y que forma 
parte de la presente invencion. 

Ademas, estos datos indican claramente el papel inductor directo de Snail en la 
adquisicion de estas caracteristicas de invasidn y metastasis tumoral por lo que Sanil puede 
considerarse una proteina diana de nuevos compuestos antitumorales. A partir de esta 
proteina se pueden elaborar ensayos para la identificacion de nuevos candidatos 
antitumorales basados en lineas celulares transformadas por la proteina Snail y en donde el 
analisis de la regulacion de la expresion de Snail por un candidato antitumoral identificarfa 
nuevos compuestos antitumorales, y que forman parte de la presente invencion. El analisis 
de la regulacibn de la expresion de Snail podrla realizarse mediante la determinaclfin de la 
presencia o no Snail tras el contacto con el candidato antitumoral, o tambten a trav& de 
otro tipo de senal de la inhibicion de la funcion de Snail en c^Iulas transformadas con genes 
testigo, ej. HIS3 y LacZ, y que forman parte de la presente invencion. 
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DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS 8 

Figura 1.- Snail reprime la actlvidad del promoter dc la cadherina E ca Imeas 
celulares epite.iales. Celulas MCA3D (Fig. 1A) y PDV (Fig. IB) se transfectaron con el 
promoter nativo de Caherlna E (wt-178) 0 con una version mutada ( mE -pal) fusionada al 
gen marcador CAT en presencia de 1 (g de vector P cDNA3 control o conteniendo Snail. La 
grafica presenta los niveles de actividad CAT del promoter. La actividad del promotor se 
expresa como medida relativa a la del promotor nativo en presencia del vector control. 

Figura 2.. La expresion transitoria de Snail en queratinocitos epidennicos induce 
perdida de cadherina E y plakoglobma y perdida de adhesion celula-celula. Se 
transfectaron c41ulas MCA3D (a-d) y PDV (e-b) con vector control (mock, a,c,e,g)) o 
conteniendo el cDNA de Snail (b,d,g.h) y se analizd la presencia de cadherina E y 
plakoglobina por inmunocitoqufmica visualizada por microscopia confocal a las 48 horas. 

Figura 3.- La tranafeccion estable de Snail en eel u las epheliales MDCK induce una 
convewi6n epitelio-mesenquima concomitante con la perdida de cadherina E y 
plakoglobina. Imagenes de contraste de fases de celulas transfectadas con el vector 
control (a) y con el vector conteniendo Snail (d). Imagenes de microscopia confocal que 
muestran expresion de cadherina E (b, e) y plakoglobina (c, f) en celulas control y 
transfectadas con Snail, respectivamente. 

Figura 4.- Snail induce on fenotipo mfgratorio en celulas epheliales. El comportamineto 
migratorio se anaiizo en un modelo de herida in vitro. Los cultivos de celulas MDCK 
controles (mock) o transfectadas con Snail se araAaron con una punta de pipeta y se 
tomaron fotografias inmediatamente (t=0, a, d) y 10 horas despufe (b, e). 

Figura 5.- Analisis de la expresion, endogena de Snail por RT-PCR en un panel de 
Hneas celulares. La expresiin end6gena de Snail se correlaciona inversamente con la de 
cadherina E en Hneas celulares de queratinocitos de raton normales y transformadas. 
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Figura 6.- La expresion dc Snail se asocia a carcinomas invasjvos y a Areas de invasion 
en carcinomas epidermofdes. Se indujeron tumores en ratones desnudoscon c^lulas PDV 
(a-d) o CarB (e-h) o por tratamiento qutmico (i-I), Se analizaron por hibridacidn in situ con 
sondes para cadherina E (aAe.ai.k) o para Snail (b.d^hj.l). Cadherina E se expresa en 
areas diferenciadas de los carcinomas epjdermoides (a,c,i,k), mientras que en estos tumores 
no se aprecia expresi6n de Snail (b,d j). Los carcinomas invasivos no expresan cadherina E 
(e,g) y expresan Snail (f,h). En tumores inducidos qmmicameme, se observa expresion de 
Snail en areas indiferenciadas invasivas (I, que no expresan cadherina E (k). 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1, Aislamiento del cdna de snail de raton utilizando la metodologia del 
hibrido sencillo 

El oligonucleotide que contiene la secuencia del elemento E-pal del promotor de 
cadherina-E (CD-E) de raton (nucle6tidos de -90 a -70) conteniendo dianas para los 
enzimas de restrlcci6n Sail en 5* y Xhol en 3' se concaten6 en sentido direct© hasta un total 
de 6 repcticiones completas mediante llgacion con tficnicas habituales, aislamlento en geles 
de poliacrilamida y clonaje en el vector pHISi (Clontech, Palo Alto f CA) que contiene el 
gen te6tigo HIS3 de S. cerevisiae, y elementos de replicaci6n de levadura y bacterias y 
genes de seleccion apropiados. De esta forma la expresion del gen HIS3 queda bajo el 
control del elemento E-pal concatenado. La correcta inscrcion de las secuencias reguladoras 
se comprobo mediante PGR, digestion con enzimas de restriccidn apropiados y 
secuenciacion. El vector "cebo" asi generado se denomino pHIS-E6. El mismo metodo se 
utiliz6 para generar vectores en los que se introdujo una version mutante del elemento E- 
pai, tambien concatenado 6 veces en sentido directo, en la que los dos oligonucleotides 
centrales, GC, fueron sustituidos por TT. Al vector "cebo" mutante generado se ie 
denomino pHIS-mE6. Los vectores cebo pHIS*E6 y pHlS-mE6 se integraron 
independientemente en el locus cromos6mico URA3 de la cepa de levadura YM4271 
(Clontech, Palo Alto, Ca) mediante tecnicas habituales de transformation y seleccion de 
estirpes estables que mantienen el crecimiento en presencia de 20 mM 3-aminotriazole 
(3ATZ). Las estirpes seleccionadas se denominaron E*pal HIS3 (construccion E-pal nativo) 
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y roE-pal HIS3 (constnicci6n E-pal mulada). La estirpe de levadura E-paJ HIS3 fue 
sometida a transformacion con una genetoca de cDNA comercia! de cflulas NIH3T3 que 
contiene los diferentes insertos de cDNA fusionados al dominio de activac|6n de GAL4 en 
el vector P ACT2 (CJontech. Palo Alto, Ca), amplificada previamente para obtener un u'tulo 
de 3x106 clones independiemes mediante tecnicas habituales. Las levaduras transformantes 
se seleccionaron por su capacidad de crecimiento.cn ausencia de Histidina y en presencia 
de 20 mM 3ATZ, aislandose 300 clones independientes. Los plasmidos conteniendo las 
diferentes secuencias de cDNA se aislaron de las levaduras transformantes y fueron 
utllizados posteriormente para transformar E.coli (cepa DH5a), recuperandose 221 clones 
independientes de E. coll de los que se aislaron los plasmidos correspondientes. Para 
elimlnar falsos positives Jos 221 plasmidos se introdujeron independientcmente en paralelo 
en las estirpes de levadura generadas previamente conteniendo el gen HIS3 bajo el control 
del elemento E-pal silvestre (estirpe EUpal HIS3) o E-pal mutado (estirpe mE-pal HIS3), 
seleccionandose aquellos plasmidos que conferian crecimiento en ausencia de histidina y 
leucina y en presencia de 20 mM 3ATZ exclusivamente en la estirpe E-pal HIS3, siendo su 
numero total de 130. Los insertos de dichos plasmidos fueron analizados iniciatmente 
mediante digestiones oon diversos enzimaa de restriccidn y sometidos a secuenciacion en 
un secuenciador automatico. Las secuencias obtenidas se anaJizaron en bancos de datos de 
cDNA utilizando el programa BLAST/FASTA. 49% de los clones identifiers 
codificaban para la secuencia total o parcial del cDNA de Snail de raton. 

Ejemplo 2. Transfeccion traositoria y es table de msnail en celulas cpitcliales 

La secuencia completa del cDNA Snail de rat6n (mSnail) contenida en uno de los 
clones identificados en el screening del hfbrido sencillo se aislo del vector pACT2 mediante 
digesti6n con los enzimas de restriction EcoRIy Hindlll y se subclono en los sitos 
EcoRI/Hindlll del vector pcDNA3 (Invltrogene), que contiene el gen neo que confiere 
resistencia al antibiotico G418 y se secuencid en los dos extremos. AI vector asf generado 
se le denomino pcDNA3-mSnail. 
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La construct del promoter de cadherina E de raton, -178, que contiene las 
secucncias de -178 a +92 pb del gen fusionadas al gen testigo CAT (Chloramfenlcol Acetyl 
Transferase), y !a construccion mEpal (en la que los.dos nucleotides centrales GC del 
elemento E-paJ se mutaron por TT) se han descrito previamente [Behrens, J., Ldwrick, O., 
Klein, H. L. & Birchmeier, W. The E-cadherin promoter: functional analysis of a GC-rich 
region and an epithelial cell-specific palindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad Sci 
USA 88, 11495-11499 (1991); Hennig, G., Lowrick, O., Birchmeier. W. & Behrens, J. 
Mechanisms identified in the transcriptional control of epithelial gene expression, j. Biol 
Chem. 271, 595-602 (1996); Faraldo. M. L., Rodrigo. I., Behrens. J., Birchmeier, W. & 
Cano, A. Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocytc cell 
lines from different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997)] 
y fueron cedidas por el Dr. J. Behrens. 

a) Analisis de la actividad del promotor de cadherina E 

Las cglulas MCA3D y PDV se sembraron a subconfluencia (3xI05ceIulas/placa de 
6 cm de dlametro, P-60) en medio de crecimiento HamF12 conteniendo 10% suero bovino 
fetal (Gibco) y se Incubaron 24 h a 37»C en un incubador conteniendo 5% C02 y una 
humedad del 95%. A continuacion, el medio fue reemplazado por medio fresco DMEM, 
10% suero bovino fetal manteniendose en el incubador durante 6 h adicionales. Los 
cultivos fueron sometidos a cotransfecci<5n utilizando Lipofectamina Plus (Life 
Technologies), siguiendo las instrucciones del proveedor, utilizando 2.5 u.g de la 
construcci6n -178, mE-pal o el vector control pCATbasic (carente de secuencias 
promotoras) (Promega) y en presencia de 1 ug de P cDNA3-mSnaiJ o del plasmido pcDNA3 
vacio. Como control adlcional, la actividad de las construccion es del promotor de cadherina 
E se comparo con la del vector pCAT-control (Promega) que contiene el gen testigo CAT 
bajo el control del promotor de SV-40, por io que las celulas se transfectaron en paralelo 
con dicho vector. La eficiencia de la transfeccion se analizo por cotransfecci6n en todos los 
cultivos con 2.5 p g del plasmido CMV-Luc que contiene el gen testigo luciferasa bajo el 
control del promoter de cytomegalovirus. 24 h despufe de la transfeccion el medio file 
eliminado y iras lavar con PBS las celulas se recogieron raspando suavemente las places y 
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se sometieron a cencrifugacion (2.000 tpm. 4 min). Los extractos se obtuvieron 
resuspendiendo el pellet celular en 100 ul de un tampon conteniendo 10 mM Fosfato pH 
8.0 y sometidas a 4 eiclos de congelacion en N 2 liquido-descongelacion a 37«C. La 
actividad luclferasa se determine inicialmente en al/cuotas de 5 uJ utilizando un kit 
comercial y un luminometro. AUcuotas de los diferentes extractos conteniendo actividades 
equlvalentes de luclferasa se analizaron para la actividad CAT, utilirando como sustrato 
C 4 -chloramfenicol (Amersham) y como cofactor Acetil-CoA (Sigma) siguiendo el metodo 
descrito previamente [Faraldo, M. L. f Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A. 
Analysis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell lines from 
different stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997); Rodrigo, 
I., Cato, A.C.B. &. Cano, A. Regulation of E-cadherin gene expression during tumor 
progression: the role of a new Ets-binding site and the E-pal element. Exp. Cell Res. 248, 
358-371 (1999)]. La actividad CAT obtenida en celulas MCA3D y PDV para la 
construcci6n -178 del promoter nativo de cadherina E fue el 70% y 50%, respectivamente, 
de la del vector pCAT-SV40. Las actividades CAT obtenidas se normalizaron a la obtenida 
con la construccion -178 en presencia del vector vacio pcDNA3 en cada llnea celular. Los 
ensayos de transfeccidn fueron realizados en cultivos duplicados equlvalentes de cada una 
de Ifneas celulares para todas las condiciones experimentales analizadas. 

b) Efecto de la expresion de mSnail en el fenotipo celular y expresion de 
marcadores eplteliaies 

Se realizaron transfecciones transitorias con 2 ng de mSnail (vector pcDNA3- 
mSnail) y controles "mock" (vector vacio pcDNA3) en las Ifneas de queratinocitos de raton 
MCA3D y PDV, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, excepto que las ce"lulas 
se sembraron sobre cubreobjetos circulares (1.2 cm de diam^tro) depositados sobre las 
placas P-60. Al cabo de 24h y 48h tras fa transfeccion los cristales correspond ientes a las 
dos condiciones experimentales de cada h'nea celular se fijaron con metanol (-20°C) durante 
30 s, y se sometieron a analisis de la expresi6n de cadherina E y plakoglobina median te 
inmunofluorescencia [Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion 
molecule in tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. 115, 517- 
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533 (1991)]. Las imagenes fueron analizadas en un microscopio confocal (Leica) 

Transfecciones estables dc mSnail y control "mock" se realizaron en la linea 
ep.teha/ MDCK, crecidas en medio DMEM, 10% suero bovino fetal, en cultivos paralelos 
y s.gu.endo el protocolo descrito anteriormeme. A las 48-72 h de la transfeccidn, cuando 
los cultivos aicanzaron la confluencia, el medio se cambi6 por medio fresco y se |e anadio 
400 ug/ml de G418, seleccionandose las celulas resistentes a G418 al cabo de 2-3 semanas 
de crecimiento en presencia del antibidtico. La poblacidn total generada ("pool") en ambos 
tipoa de cultivos (mSnail y mock) fue recogida y se procedio a la obtenci6n de clones 
independientes mediante dllucion. Para ello se sembraron 100 c6lula.s de cada tipo de 
poblacidn en placas P-100 (10 cm diametro) y se crecieron en medio DMEM, 10% suero 
bovino fetal y 400 ug/ml de G418. Se obtuvieron colonias independientes resistentes a 
G418 ai cabo de 2-3 semanas adiclonales, las cuales fueron aisladas por tripsinizacidn 
utilizando cllindros de clonaje (5 mm de diametro interno) y amplificadas por sucesivos 
pases en placas de cultivo de lamafio progresivo (T6->F12.5->F25->F75) manteniendo la 
presion del antibi6tico en todas las fases del cultivo. Se aislaron un total de 10 clones 
independientes de la transfeccion de mSnail y 6 clones independientes de la transfeccidn 
mock. Los diferentes clones fueron analizados para la expresidn de cadherina E y 
plakoglobina mediante inmunofluorescencia (analisis por microscopia confocal) e 
inmunotransferencia, y para expresion de mSnail mediante RT-PCR tras extracci6n del 
RNA-polyA+ de los diferentes clones y el uso de amplimeros adecuados para amplificar un 
fragmento de 388 pares de bases, segun la secuncia del cDNA de mSnail. 

Ejemplo 3. Obtencion de tumores 

a) Tumores inducldos en ratones inmunodeprimidos por las h'neas celnlares 
Los tumores se indujeron en ratones macho atfmicos nu/nu de la cepa BalC de 8 
semanas de edad mediante inyeccion subcutanea de celulas PDV, HaCa4 o CarB como se 
ha descrito [Navarro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule in 
tumor progression of mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol. U5, 517-533 (1991)]. 
Us diferentes Imeas celulares se crecieron a confluencia en botellas F75, se tripsinizaron y 
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resuspendieron en tamp6n Fosfato salino (PBS) a una densidad de lxlO 7 celulas/ml en 
PBS. Las celulas se inyectaron subcutaneameme en los dos flancos de cada raton (lxlO 6 
celulas/sitio inyeccion) utilizando jeringas de insulina y agujas hipodermicas de 25 gauge 
Hab.tuaJmente se inocujan 3 animales por cada Ifnea celular (6 aitios de inyeccion/Knea). 
Los animales se obtuvieron de la unidad de produccidn de IFA-CREDO (France) y se 
mantuvieron en condiciones csteriles en la instalacidn especffica para estos animales en el 
animalario de! Institute de Investigates Biomedicas (HB) y de acuerdo con las normas 
institucionales de manejo de animales. Los animales inyectados se observaron 3 veces por 
semana, determinandose la aparicion de los tumores por inspecci6n visual y medida de su 
tamano mediante un calibre. Us animates fueron sacrificados por asfixia en eter cuando los 
tumores alcanzaron un tamafio de 1.5-2.0 cm de diimetro externo. Los tumores fueron 
extirpados, una fraccion de ellos fijada en formaldehido para posterior analisis histoldgico, 
y el resto fue congelado inmediatamente en isopentano enfrlado en un bafio de nitr6geno 
l.'quido directamente o embebidos en OCT (TissueTek). Las muestras fueron almacenadas a 
-70°C hasta su posterior utilization. 

b) Induccidn de tumores en la piel de raton por carcinogenesis qui'mica 
Los tumores se indujeron en la piel dorsal de ratones BalC de 8-10 semanas de 
edad, obtenidos en la unidad de produccidn del animalario del HB, mediante el protocolo 
de dos estadios DMBA/TPA como se ha descrito [Cano, A. et al. Expression pattern of the 
cell adhesion molecules E-cadherin, P-cadherin and integrin is altered in pre-malignant skin 
tumors of p53.deficient mice. Int. J. Cancer 65, 254-262 (1996)]. Una semana previa al 
inicio del experimento, el dorso de los animales (20 en total) foe rasurado, tras lo cual se 
aplico topicamente una dosis unica del carclndgeno dimethylben(2)antraceno (DMBA) a 
una concentracidn de 50(ug/ml disuelto en acetona. Una semana despues se inicio la 
promoci6n mediante aplicacidn tdpica del ester de forbol tetradecanoylphorbolacetate 
(TPA) a una concentration de 50(ug/ml disuelto en etanol. El TPA fue aplicado cada 3 dfas 
durante un total de 30 semanas. Los animales se mantuvieron en observacion semanal hasta 
un total de 50 semanas. Al cabo de 10 semanas de tratamiento con TPA se detectd la 
aparici6n de los primeros tumores de tipo papiloma que prosiguieron apareciendo a lo largo 
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del tratamiento y posteriormente, obtcniendose una media de 5-6 tumores/ratdn. Una 
pequefla proporcidn de l M papilomas (5%) progresaron tras cesar el tratamiento con TPA 
hacia carcinomas. Los animates fueron sacrif.cados a diferentes intervales y los tumores 
extraidos y congelados como se ha descrito anteriormente. 
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REIVINDICACIONES 

1 . Uso de Snail en el control de tumores, como represor de la expresidn de la caderina al 
interactuar directamente con el elemento E-pal. 

2. Uso de Snail segiin la reivindicacion 1 para determinar la capacldad invasiva y 
metastasica de un tumor epitelial, caracterizado por las siguientes etapas: 

a) la determinacion de la presencia de un marcador prondstico, Snail, en la 

muestra biotdgica obtenida de dlcho tumor, y 

b) la comparacion de la presencia de esie marcador pronostico con la ausencla del 

mismo en una muestra control, y en donde dicha presencia es indicativa de 
capacidad invasiva y metastasica de dicho tumor epitelial 

3. Uso de Snail segun la reivindicaci6n 2, caracterizado porque la determinacidn 
especi'fica de la presencia de dicho marcador prondstico Snail se realiza mediante la 
utilizacidn de anticuerpos especfficos anti-Snail generados a partir de proteina Snail. 

4. Uso de Snail segun la reivindicacion 2, caracterizado porque la determinacion 
especi'fica de la presencia de dicho marcador prondstico Snail se realiza mediante un 
ensayo de hibridacidn in situ para un precursor genetico de dicho marcador prondstico. 

5. Uso de Snail seg6n la reivindicacidn 2, caracterizado porque la determinacion 
especifica de la presencia de dicho marcador pron6stico Snail se realiza mediante 
ensayo de RT-PCR para un precursor genetico de dicho marcador pronostico, a partir 
de la extraccidn de RNA polyA+ de muestras tumorales y tejido control y la 
ampllflcacion de secuencias codificantes del marcador pronostico utilizando 
ampKmeros adecuados. 

6. Uso de Snail segun la reivindicacj6n 1 para identificar un compuesto que inhiba la 
funcion respresora de Snail caracterizado por las siguientes etapas: 

a) afiadir dicho compuesto a las celulas transformadas con capacidad de expresar 

el marcador prondstico Snail, 

b) determinacion de la disminucion o eliminacion total de la capacidad de expresar 

dicho marcador de prondstico en esas cilulas transformadas, 
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c) y la seleccion de dicho compuesto para el tratamiento de la invasion y 
metastasis tumoral si dichas cefulas transformadas proenun una disminuei6n 
o eliminacion total de la expresidn de Snail (y una reversion de sus 
propiedades invasivas y metastasicas). 
7. Uso de Snail segun la reivjndicaci6n 6 para identificar un compuesto que inhiba la 
funcion represora dc Snail basado en la utilizacion estirpes de levadura S. cerertsiae 
que expresan el gen HIS3bajo el control del elemento E-pal en su versi6n nativa y 
mutante, y caracterizado por las siguientes etapas: 

a) transformacion de las estirpes de levadura con el vector pACT2-mSnail, que 

contiene la secuencia completa del cDNA de Snail, en presencia y ausencia de 
dicho compuesto, 

b) determinacion del crecimiento de las levaduras transformadas a partir de la 

estirpe que expresa el gen HIS3 bajo el control de E-pal nativo en ausencia de 
histidina y leucina y en presencia de 3ATZ, 

c) determinacion de la ausencia de efecto inhibidor de dichos compuestos en las 

levaduras transformadas por pACT2-mSnail (Snail mutado) en estirpes de 
levadura que expresan el gen HIS3 bajo el control de E-pal nativo en ausencia 
de histidina y leucina y en presencia de 3ATZ, 

d) y la seleccion de dicho compuesto para el tratamiento de la invasi6n y 

metastasis tumoral si dichas celulas estirpes de S. cerevisfae preseman una 
dismlnucldn o eliminaci6n total de su capacidad de crecimiento. 
8. Uso de Snail segun (a reivindicacion 6 para identificar un compuesto que inhiba la 
runcidn represora de Snail basado en la utilizacion estirpes de levadura S. cerevisiae 
que expresan el gen LacZ bajo el control del elemento E-pai en su versidn nativa y 
mutante, y caracterizado por las siguientes etapas: 

a) transformacidn de las estirpes de levadura con el vector pACT2-m Snail, que 
contiene la secuencia complete del cDNA de Snail, en presencia y ausencia de 
dicho compuesto, 
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b) determinacion de la actividad P-galactosidasa de las levaduras transformadas a 

panir de la estirpe que expresa e] gen Lac Z bajo el control de E-pal native, 

c) determinaci6n de la ausencia de efecto inhibidor de dichos compuestos en las 

levaduras transformadas por P ACT2-mSnaiI en estirpes de levadura que 
expresan el gen LacZ bajo el control de E-pal mutado, 

d) y la seleccion de dicho compuesto para el tratamiento de la invasion y 

metastasis tumoral si dichas celulas estirpes de S. cerevisiae presentan una 
deteccion positiva de actividad P-galactosidasa. 

9. Uso de los compuestos seleccionados segun una cualquiera de las reivindicacioncs 6 a 
la 8 en la elaboracion de un producto para procesos patoldgicos humanos caracterizados 
por su capacldad de invasidn tisular o por su capacidad de metastatic otros lejidos. 

10. Oligonucleotides caracterizados porque se unen complementariamente al RNA 
mensajero de Snail humano y bloquean su expresi6n. 

1 1. Uso de los oligonucleotidos segan la reivindicacion 10 en la elaboraci6n de un producto 
para procesos patoldgicos humanos caracterizados por su capacidad de invasion tisular 
o por su capacidad de metastatizar otros tejidos. 

12. Uso segun las reivindicaciones 9 y 11 caracterizado porque dicho proceso patoldgico es 
un tumor epitelial. 
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